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RESUMO

Subpopulag¢des de células T com fungdes belper ou supressora foram isoladas
do baco do rato por fraccionamento em gradientes descontinuos de albumina. O es-
tudo in vitro e in vivo da interacgio destas populagdes celulares sugere a existéncia
de um duplo mecanismo de feedback entre as células belper e supressoras.

INTRODUCAO

A resposta imunolégica resulta de interacgSes celulares complexas nas quais tém
papel fundamental os linfécitos T. No murganho podem-se individualizar trés subpopu-
lagSes de linfocitos T com caracteristicas funcionais diferentes: As células Ly 1+, que
colaboram com os linfocitos B na produgio de Acs, (Ty, células t belper) sio respon-
sdveis pela maior parte da resposta proliferativa na cultura mista de linfécitos e ampli-
ficam a producio de células citotbxicas; as células Ly 2+, 3+ supressoras (Ts) que
inibem a resposta humoral (Snell 1978) e celular (Cantor e Boyse 1976); as células
citotoxicas (Te), Ly 2%, 3% responsiveis pela citotoxicidade mediada por células (Cantor
e Boyse 1976). Desconhece-se no entanto como estas diferentes populagdes celulares sio
activadas por um antigénio e como interactuam entre si.

Nas estirpes nas quais ndo foram individualizados marcadores de sub-fungio T,
como € o caso do homem e do rato, é necessirio recorrer a outros métodos de separagio
e identificacio de linfécitos para tentar determinar se existem subpopula¢des T com
fungbes diferentes.

Descrevemos anteriormente a individualiza¢io de subclasses de células T no bago
do rato, obtidas por fraccionamento em gradientes de densidade. As células leves exer-
ciam fungGes helper na resposta a mitogénios (Rocha et al 1979) e a antigénios (Rocha
1978) enquanto que as células densas mediavam efeitos supressores (Rocha 1978;
Rocha et al 1979).

No presente estudo, investigimos as interacgdes entre as células belper (Ty) e
supressoras (Ts). Os resultados apresentados sugerem activag@o sequencial das diferentes
subclasses T em resposta aos antigénio e indicam a existéncia de miltiplos arcos de
feed-back entre as diferentes populagdes celulares.

MATERIAIS E METODOS
1 — Animais

Usaram-se ratos BN de ambos os sexos, de idade compreendida entre 6 e 12
semanas. Para cada experiéncia foram seleccionados animais do mesmo sexo e com a
mesma idade.
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2 — Suspensées celulares e fraccionamento em gradientes de albunina

As suspensoes celulares de bago preparam-se em meio de Eagles a 4°C por disso-
ciagdo mecénica do 6rgio com gaze de algoddo. Os aglomerados e detritos celulares foram
removidos por decantagdo e as células lavadas duas vezes, antes de qualquer manipulagio
ulterior.

‘A preparagio de suspensdes linfocitdrias enriquecidas em linfécitos T fez-se por
passagem em colunas de 1i de nylon, segundo o método de Julius et al (1973). O
namero de linfécitos B nas suspensfes celulares eluidas destas colunas foi determinada
por imunofluorescéncia de membrana com sorc de coelho anti-imunoglobulinas de rato,
marcado com fluoresceina. Em nenhuma das experiéncias feitas este nimero foi superior
a 49 (percentagem de linfécitos B na suspensio de células de bago ndo fracciona-
das — + 50 %).

O fraccionamento em gradientes de albumina (BSA — Bovine Serum Albumin
Fraction V, Sigma Chemical Co., St. Louis, Ms) foi feita segundo o método de Dicke
et al (1969). Resumindo: Solugbes de BSA com diferentes densidades (31 %, 29 %,
27 %, 25 %, 23 %, 21 %, 19 % e 17 % peso/volume) foram preparadas a partir
duma solugio méde de 35 9% BSA ccm o pH de 5.2 e a osmolaridade de 330 m Oms.
A diluigdo da solugio mie foi feita em tampdo fosfato com 300 m Oms de modo a
introduzir nas fracgGes do gradiente variagdes de osmolaridade. As diferentes frac¢des
foram sobrepostas em tubos de vidro e as células, resuspendidas em 17 % de albumina,
colocadas no topo. Os gradientes foram entdo centrifugados a 2000 r.p.m. por 45 mi-
nutos a 4°C. Para que esta técnica seja reprodutivel, achamos fundamental o controlo
rigoroso do pH, osmolaridade e densidade de cada fracgdo.

Apbs centrifugacio, as células das diferentes interfases foram recolhidas com uma
pipeta de Pasteur e lavadas em grandes volumes de meio de Eagles. As células sedimen-
tando nas interfases 17/19, 19/21 e 21/23 foram misturadas e sio referidas neste texto
como células leves. O pool das células sedimentando nas interfases 27/29 e 29/31 é
referido como células densas.

3 — Culturas celulares

As células, & concentragdo de 2 X 10°/ml foram cultivadas em triplicado em tubos
de vidro, por 72 horas a 37°C numa atmosfera com 5 9% de CO,. O meio de cultura
consistia de RPMI 1640 (Flow Lab) com 10 9% de FCS (Flow Lab) 4 X 10-* M de
L-glutamina (Flow Lab) 100 IU/ml de penicilina e estreptomicina (Flow Lab) e
2 X 102 M de tampio Hepes (Flow Lab). Cada cultura continha 1 ml de suspensdo
celular. A avaliagio da sintese de DNA foi feita num contador de radiacSes beta
(Tricarb, Packard, USA) determinando a incorporagio de *C-timidina apds um pulso
de 24 horas com 0.1Ci por cultura deste aminodcido. Os resultados s@o exprimidos em
CPM/108 células.

4 — Células produtoras de anticorpo

O namero de células produtoras de anticorpo anti-glébulos vermelhos de carneiro
(SRBC) foi determinado usando uma modifica¢io da técnica de placas de Jerne (Bullock
e Moller 1972). As placas indirectas foram reveladas pela adigdo de soro de coelho anti-
IgG de rato (Gibco, USA) e o seu nimero determinado por subtracgio ao niamero total
de placas, do ntimero de placas directas. Os resultados sio exprimidos pela média de
células formadoras de placas (PFC) por 10° células vidveis (PFC/10¢ células) em 3 ou
mais animais.
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Bloqueio da sintese proteica e da sintese de DNA

A sintese proteica das suspensdes celulares estudadas foi bloqueada por incubagio
com 400 pg/ml/107 células de cicloheximida (Sigma Chemical Co.) a 37° por 30 mi-
nutos. Este tratamento reduzia a sintese proteica a 2 9% da dos testemunhos.

A sintese de DNA foi totalmente inibida por incubagio com 80 pg/ml/107
células Mitomicina-C (Sigma Chemical Co.) por 30 minutos a 37°C.

RESULTADOS

1 — Geragao dos efeitos helper e supressores in vivo

A administragio de doses supradéptimas de SRBC a ratos BN induz, nestes animais
populagdes heterogéneas de células T com diferentes densidades (Rocha 1978). Assim,
a transferéncia de células leves para hospedeiros singénicos aumenta a sua produgdo de
anticorpos em resposta a uma dose 6ptima de antigénio. Por outro lado, a transferéncia
de células densas suprime esta resposta (Fig. 1).
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Fig. 1-— Efeito das células leves e den-
sas na resposta aos glébulos vermelbos
de carneiro in vivo. Cada recipiente re-
ceben 5 X107 células leves ou pesadas
juntamente com 5 X 10* SRBC: Células
leves (0) células densas (®) células nio
separadas de animais nao imunizados (x)
Os resultados sao exprimidos como PFC
indivectos por cada 10° células. Cada
bonto representa a média de PFC em
3-4 ratos

Para tentar esclarecer como se originam os efeitos helper e supressores estudamos
a influéncia da dose do antigénio na intensidade do efeito helper e supressor. Como se
pode observar no Quadro 1 nos animais injectados com dose Optima de antigénio
somente se observou geragdo de células helper. Nos animais injectados com doses su-
praéptimas de antigénio, nio s6 hd indugfio de células densas supressoras mas também
a actividade helper das fraccGes leves é bastante superior 4 obtida em animais injectados
com dose 6ptima de antigénio, o que pode indicar que as células supressoras sdo estimu-
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ladas por um efeito helper demasiado intenso. Para averiguar esta hipbtese transferimos
células helper para animais imunizados com doses 6ptimas de antigénio (Fig. 2). Nestes
animais formaram-se células helper como também células supressoras.

Quadro 1

Influéneia da dose de Ag na formacio de células belper e supressoras

Células transferidas Dose de antigénio PFC dos recipientes
(SRBC) 108SPC
IgM 18G
Nio fraccionadas 114 = 25 105 % 30
Células leves 5 X 108 54 = 7 280k 9
Células leves 5 X 109 54 * 34 719 % 29
Células densas 5 X 108 225 £ 47 106 = 3
Células densas 5 X 10¢ 119 *=39 13 3

Fraccionaram-se células T de baco de rato imunizado com 5 X 108 ou 5 X 109 SRBC.
Infundiram-se 5X107 células leves ou densas i.v. em receptores singénicos, juntamente com 5X108
SRBC. Os testemunhos receberam 5X107 células T de animais nio imunizados, juntamente com
5X108 SRBC. A formagio de placas de hemolise foi determinada 8 dias apés a transferéncia das
céulas. Os resultados representam a média == SD de trés recipientes por grupo experimental.
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Fig. 2 Influéncia das células T helper na geragio das células T supressoras. 5 X 107 células

T helper (leves) de animais singeneicos imunizados com 5 X 10° glébulos vermelbos de carneiro

(GVC) foram transferidos para receptores singeneicos subsequentemente imunizados com 5 X 10°

GVC. O grupo testemunho foi também imunizado com 5 X 10° glébulos vermelbos de carneiro.

As células T densas destes dois grupos experimentais foram transferidas separadamente para
receptores singeneicos, subsequentemente imunizados com 5 X 10° GVC
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2 — Interaccao entre células helper e supressoras in vitro

O estudo das interacgdes Ty <5 Ty i7 vivo tem o inconveniente de nos ser impos-
sivel controlar no animal inteiro, 2 quantidade e qualidade de células que vdo actuar
entre si. Assim, a transferéncia de células reguladoras para animais normais pode desen-
cadear nos recipientes processos de feedback complexos, dos quais s6 nos é possivel
determinar o resultado final. Para melhor esclarecer as interacgdes Ty <5 T recorremos
a resposta in vitro a mitogénios. Descrevemos anteriormente que as células leves sdo
capazes de aumentar a resposta iz vitro a Concanavalina A das células densas. Pelo con-
trdrio, as células densas suprimem a resposta das células leves a este mitogénio (Rocha
et al 1979).

A incubagio de células leves ou pesadas com cicloeximida bloqueia respectiva-
mente o efeito helper ou supressor (Fig. 3 e 4). O tratamento com cicloeximida no
entanto induz também modifica¢Bes das culturas testemunho. Assim, as culturas de células
leves que contém células tratadas com cicloeximida, tém uma resposta inferior i das
células leves ndo tratadas (Fig. 3). Pelo contririo, as culturas de células densas que
contém células tratadas com cicloeximida respondem melhor do que as células densas
nio tratadas (Fig. 4).
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Fig. 3 — Accao da cicloeximida no efeiro Fig. 4 — Accdo da cicloeximida no cfeito
helper das células leves na resposta a mito- supressor das células densas na resposta a
génios in vitro mitogénios in vitro
O—O células densas + células densas O—O células leves + células leves. trata-
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Estes resultados sugerem que células da mesma densidade também interactuam
entre si, células leves aumentando a resposta de células leves e células densas suprimindo
a resposta de células densas.

DISCUSSAO

Foi previamente demonstrado que a dose de imunogénio pode determinar o pre-
dominio e de influéncias helper ou supressoras (Katz e Benacerraf 1978). Em muitos
casos, no entanto, a estimulagio de células supressoras é independente da dose de imuno-
génio (Katz e Benacerraf 1978) sugerindo que as células supressoras possam ser esti-
muladas por determinantes antigénicas especificas (Sercarz et al 1978) i.e. que tenham
um repertoire diferente das células helper.

Neste estudo, para a indugdo de células supressoras é necessirio a imunizagdo com
doses supradptimas de antigénio (Quadro 1). Portanto, a estimulagio das células supres-
soras pode resultar da interacgio directa entre uma alta concentragio de Ag e certas
populagbes T. No entanto, visto que os efeitos helper também aumentam com a dose
de antigénio (Quadro 1) a activagio de células supressoras pode resultar exclusivamente
dum aumento da actividade helper. Virios resultados experimentais indicam a existéncia
de tal mecanismo no ratinho — a inducio de actividade supressora Gptima necessita da
presenca de células helper (Cantor et al 1976) que sdo capazes de induzir estimulagdo
de células supressoras (Eardley et al 1978). A transferéncia de células helper para
receptores singeneicos permite indugdo de células supressoras por doses minimas de Ag
(Whisler e Stobo 1976).

O facto de que células leves do rato, tratadas com mitomicina-C amplificam a res-
posta das células densas & concanavalina A (Rocha et al 1979) sugere que também no
rato as células helper podem estimular as células supressoras. Como demonstrado na
Fig. 2, a transferéncia de células helper permite a formagio de células supressoras em
hospedeiro estimulados com doses éptimas de antigénio, nos quais normalmente s se
originam células helper (Quadro 1).

Estes resultados sugerem que, também neste sistema, as células helper sio capazes
de induzir a formagio de células supressoras. Ndo podemos no entanto excluir que a
estimulagio antigénica induza diferenciagio de subpopulagbes de células helper em
células supressoras no hospedeiro intermedidrio.

A complexidade das interacgdes TusTs é realcada pelos efeitos da cicloexi-
mida nas culturas. testemunho, que sugere a existéncia de interacgGes entre células com
a mesma densidade, i.e. células densas suprimindo a resposta de células densas e células
leves aumentando a resposta de células leves. Estes resultados sugerem que as interac¢des
Ty = Tg podem ser reguladas por um mecanismo de duplo feedback — a estimulagio
das células helper induz proliferagio de células helper mas também de células supressoras
evitando assim uma resposta imunoldgica excessiva. As células supressoras suprimem as
células helper mas também inibem a sua prépria proliferacio impedindo assim a des-
trui¢io do sistema. Tal mecanismo de feedback permitiria um controlo estricto da res-
posta celular resultante da estimulagio do sistema imunolégico pelos antigénios.
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SUMMARY

REGULATION OF T-CELL MEDIATED IMMUNE RESPONSE
IN THE RAT: MECHANISMS OF CELL-INTERACTION

The interactions between helper and suppressor spleen T lymphocytes from BN
rats, isolated by fractionation in BSA density gradients were studied /n vitro and in vivo.
Generation of helper and suppressor cells /72 vivo, by the antigen SRBC was found to be
proportional to the dose of Ag. Helper cells were shown to be able to induce feedback
supression.

Studies of the in vitro response to mitogens suggest that cells of the same density
interact, i.e. helper cells enhance the response of helper cells while suppressor cells
reduce suppressor cell mitogenic response.
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